T Zavér

Vysledky dosaZené vtéto dizertatni prici prokazuji, Ze kapilimi zdnovi
elektraforéza a miceldmi elekirokinetickd chromatografie jsou vysoce Géinné a vysoce
citlivé metody pro separaci, kvalitativoi i kvantitativni analyzu a pro fyrikdlng-
chemickou charakterizaci peptidovych hormoni.

MNa zdklad?® strategie pro raciondlni vybér podminek pro CE analyzu a separaci
strukturné podobnych peptidd byly ionogenni peptidy analyzovdny jako kationty
v klasickych a izoelektrickych pufrech v kyselé oblasti pH (pH = 2-2.5) a jako anionty
v amfoternim pufru ve slabé alkalické oblasti pH, pH = 8,1, Neionogenni peptidy byly
analyzoviny metodou miceldmi clektrokinetické chromatografie s miceldmi  fiazi
tvofenou anionickym detergentem dodecylsulfitem sodnym v alkalickém prostfedi, pH
8.8, Tyto podminky byly zvoleny s cllem minimalizovat adsorpei peptidd na ynitfnim
povrchu separaéniho prostoru, éehoZ bylo dosaZeno potlaenim disociace silanolovych
skupin na vnitini sténd kiemenné kapiliry v kyselé oblasti pH a elektrostatickym
odpuzovanim zdpormné nabitych  peptidd od  zdpomé nabitych  disociovanych
silanolovych skupin na wvnitfni sténé kapiliry v alkalické oblasti pH. Hodnota pH
zakladnihe elektrolviu byla zvolena v oblasti pH, wve kieré analyzované peptidy
vykazovaly nejvétsi rozdily ve spoftenych hodnotich svych specifickych ndabojd, tj.
efektivnich ndboji vztaZenych na jednotku relativni molekulové hmotnosti. Utinnost
separaci peplidovyvch hormoni v klasickych pufrech a v izoelektrickych pufrech byla ve
vétdiné pripadd srovnatelnd, v pfipadé hormont uvolfiujicich gonadotropin dosahovala
vyisich hodnot v izoelektrickych pufrech.

Pfi CZE analyze lidského insulinu a jeho oktapeptidového fragmentu znaéenych
fluorescentni znaikou WNBD bylo ukdzdno, Ze citlivost fluorescendni detekce
s detektorem na bdzi argonovim laserem indukovand fluorescence (excitace/emise
488/520 nm) je desetkrat a¥ tfistakrdt vySSi neZ citlivost UV-absorpénich detektord
v oblasti vinovych délek kolem 200 nm.

Kapilarni zomova  elektroforéza byla vvuiita rovnéz k fyzkalné-chemicke
charakterizaci analyzovanych peptidid. Byl vypracovin postup pro urleni teploty uvnitf
kapiliry vprib#hu CE analyzy, ktery umoZnil pfesné stanoveni efektivnich
elektroforetickych pohyblivosti peptidi pH standardni teploté 25°C.
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Pomoci  semiempirickych modeld  korelujicich efektivai  elektroforetickou
pohyblivost peptidl s jejich efektivnim ndbojemn, velikosti a prostorovym uspofidinim
byly ovéfeny vzdjemné vztahy téchto parametril peptidi v roztocich a pro homologické
fady peptidovych hormoni bylo potvrzeno jejich podobné elektroforetické chovani. Na
zakladé téchto studii byly navrfeny pravdépodobné tvary peptidovych molekul
v jednotlivych elekirolytovych systémech.
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